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· 论著 ·

α-Klotho通过调控线粒体融合和裂变对丙泊酚暴露

大鼠海马损伤的保护作用

梅静1，郭璞2，徐桂萍1

（1. 新疆维吾尔自治区人民医院麻醉手术中心，乌鲁木齐  830001； 2. 新疆医科大学研究生学院，乌鲁木齐  830000） 

摘要  目的 探讨α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海马损伤的影响及其作用机制。方法 将7日龄SD大鼠随机分为对照组、丙泊酚

组、α-Klotho组、α-Klotho+丙泊酚组，每组10只。采用Morris水迷宫实验检测认知功能，ELISA检测脑组织中炎症因子白细胞介素 

（IL） -1β、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子α （TNF-α） 水平，HE染色检测海马组织中神经元损伤，免疫组织化学染色检测海马组织中

α-Klotho、cleaved caspase-3表达，透射电镜下观察海马组织中线粒体形态变化，JC-1探针检测线粒体膜电位 （MMP） 变化，Western 

blotting检测海马组织中动力相关蛋白 1 （Drp1）、视神经萎缩蛋白 1 （Opa1）、线粒体融合蛋白 （Mfn） 1和Mfn2的表达。结果 与丙

泊酚组比较，丙泊酚+α-Klotho组大鼠逃避潜伏期缩短 （P < 0.05），穿越平台次数和停留时间增加 （P < 0.05），IL-1β、TNF-α、IL-6
水平降低且IL-10水平升高 （P < 0.05），神经元结构相对完整且排列较为整齐，α-Klotho表达增加，cleaved caspase-3表达减少 （P < 

0.05），线粒体形态趋于正常，MMP升高 （P < 0.05），Drp1蛋白表达下调 （P < 0.05），Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表达上调 （P < 0.05）。结

论 α-Klotho对丙泊酚暴露下大鼠海马损伤具有明显的保护作用，其机制可能与促进线粒体融合和抑制线粒体裂变有关。
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Protective effect of α-Klotho on hippocampal damage in propofol-exposed rats by
regulating mitochondrial fusion and fission
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Abstract  Objective To explore the effect and mechanism of α-Klotho on hippocampal damage in propofol-exposed rats. Methods 

Sprague Dawley rats aged 7 days were divided into control，propofol，α-Klotho，and propofol+α-Klotho groups （10 rats per group）. Cog-
nitive function was assessed by the Morris water maze test. Inflammatory cytokines including interleukin （IL） -1β，IL-6，IL-10，and tumor 

necrosis factor α （TNF-α） were measured by enzyme-linked immunosorbent assay. Neuronal damage and expression of α-Klotho and 

cleaved caspase-3 were evaluated by hematoxylin and eosin staining and immunohistochemical staining，respectively. Mitochondrial 

morphology and membrane potential （MMP） were analyzed using transmission electron microscopy and JC-1 staining. The expression of 

dynamin-related protein （Drp1），optic atrophy 1 （Opa1），mitofusin 1 （Mfn1），and mitofusin 2 （Mfn2） proteins were detected by Western 

blotting. Results Compared with the propofol group，the escape latency of rats in the propofol+α-Klotho group was reduced （P < 0.05）；

the number of platform crossing and the dwell  time were increased （P < 0.05）；the levels of IL-1β，TNF-α，and IL-6 were reduced （P < 0.05） 

and the level of IL-10 was increased （P < 0.05）；the neuronal structure was relatively complete and the arrangement was neat；the expres-
sion of α-Klotho was increased （P < 0.05）；the expression of cleaved caspase-3 was decreased （P < 0.05）；mitochondrial morphology 

tended to be normal；MMP was increased （P < 0.05）；the expression of Drp1 was downregulated （P < 0.05）；and the expressions of Opa1，

Mfn1，and Mfn2 was upregulated （P < 0.05）. Conclusion α-Klotho exerts a significant protective effect against hippocampal damage in 

rats exposed to propofol，and its mechanism may involve the promotion of mitochondrial fusion and the inhibition of fission.
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丙泊酚是目前临床常用的麻醉药和镇静药，在

我国每年有数百万14岁以下患儿接受丙泊酚全身

麻醉［1］。尽管其麻醉效果显著，长期或高剂量暴露

仍可能对发育期敏感的海马产生毒性，导致学习记

忆功能障碍和神经元损伤。研究［2］表明，丙泊酚通过

抑制线粒体电子传递链、阻碍能量产生，引起线粒

体功能异常，这是导致海马损伤的关键机制。线粒

体动力学直接影响细胞能量供应，其异常与多种神

经退行性变性疾病密切相关［3］。在神经系统损伤中，

线粒体裂变过度活跃而融合受阻导致的动力学失

衡与神经元损伤和凋亡密切相关［4］。因此，维持线

粒体动态平衡是减轻丙泊酚神经毒性的潜在策略。

α-Klotho是一种主要在脑和肾脏中表达的多功

能糖蛋白，具有抗氧化、抗衰老和维持细胞内环境

稳定等作用。大量研究［5-6］表明，α-Klotho可通过调节

氧化应激和炎症反应改善神经元损伤，但其在丙泊

酚暴露导致的海马损伤中的具体作用机制仍不完全

清楚。本研究旨在探讨α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海

马损伤的保护作用及其与调控线粒体融合和裂变的

关系，以期为α-Klotho在神经损伤治疗中的应用提供

理论依据，并为临床神经保护提供新策略。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

丙泊酚，购自上海机纯实业有限公司；重组

α-Klotho蛋白，购自美国R&D公司；酶联免疫吸附试

验 （enzyme linked immunosorbent assay，ELISA） 检 测

试剂盒，购自南京森贝伽生物科技有限公司；HE染

色试剂盒，购自北京伊塔生物科技有限公司；DAB试

剂盒，购自江苏麦格生物科技有限公司；锇酸、醋酸

双氧铀和柠檬酸铅，购自美国SPI公司；线粒体提取

试剂盒，购自北京普利莱基因技术有限公司；JC-1线

粒体膜电位 （mitochondrial membrane potential，MMP） 

染料，购自西安百萤生物科技有限公司；Bradford

试剂盒，购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

Western blotting相关抗体，购自英国abcam公司。

1.2 实验动物和分组

40只7日龄健康SD大鼠，雌雄各半，体重25~28 g，

购自新疆医科大学实验动物中心。所有大鼠在普

通动物房饲养，温度为22~24℃，相对湿度为60%~

70%，每天12 h光照/12 h黑暗模拟昼夜节律。本研究

的动物实验获得新疆维吾尔自治区人民医院临床

科研伦理委员会审核批准 （KY20240350）。

按照随机数字表法，将SD大鼠分为对照组、丙

泊酚组、α-Klotho组、丙泊酚+α-Klotho组，每组10只。

丙泊酚组大鼠每日腹腔注射丙泊酚 （50 mg/kg），连

续注射5 d ［7］；α-Klotho 组大鼠每日腹腔注射重组

α-Klotho蛋白 （10 µg/kg），连续注射5 d；α-Klotho+丙泊

酚组大鼠每日腹腔注射丙泊酚 （50 mg/kg） 前4 h，预

先注射重组α-Klotho蛋白 （10 µg/kg），连续注射5 d［8］；

对照组大鼠每日腹腔注射与丙泊酚组等体积的生

理盐水，连续注射5 d。

1.3 方法

1.3.1 Morris水迷宫实验检测大鼠学习记忆能力：

将一个圆形水池等分为a、b、c、d 4个象限，水池水温

控制在25 ℃左右，水池中间设置一个黑色隐形平

台。分别从4个象限将大鼠依次放入水中，统计大鼠

自入水点游至平台的时间。将120 s内未游至平台的

大鼠引上平台，潜伏期记为120 s。各组大鼠均连续

测试5 d，结果取平均值。第6天进行空间记忆测试，

移除中间平台，将大鼠放在水池的不同入水位置，

观察并记录90 s内各组大鼠穿越原先平台的次数和

时间，测试4次，取平均值。

1.3.2 ELISA检测大鼠脑组织中炎症因子水平：将

大鼠用水合氯醛麻醉后处死，取脑组织，加入适量

裂解液，通过超声破碎制备匀浆，以10 000 r/min离

心30 min获得上清液。将上清液加入ELISA板孔中，

根据试剂盒说明书操作，采用酶标仪测定各孔的吸

光度值，计算大鼠脑组织中白细胞介素 （interleukin，

IL） -1β、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子α （tumor necrosis 

factor α，TNF-α） 的水平。

1.3.3 HE染色检测大鼠海马组织中神经元损伤情

况：使用4%多聚甲醛固定大鼠脑组织24 h，进行脱

水、透化、石蜡包埋，使用切片机切成5 µm的切片，

选择海马CA1区切片进行HE染色。染色后，脱水、透

明并封片，光学显微镜下观察并采集图像。

1.3.4 免疫组织化学染色检测大鼠海马组织中α-

Klotho、cleaved caspase-3的表达：取制备的大鼠海马

CA1区石蜡切片，脱蜡至水，用3%过氧化氢消除内

源性过氧化物酶活性，微波炉加热修复抗原，室温

冷却后，5%正常山羊血清孵育10 min，将切片直接与

稀释的α-Klotho （1 ∶ 500） 抗体或cleaved caspase-3 
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（1 ∶ 500） 抗体共孵育，4 ℃过夜；PBS洗涤，滴加稀

释的生物素标记二抗 （1 ∶ 1 000） 进行孵育，37 ℃

处理30 min，PBS洗涤，DAB显色，自来水冲洗，复

染、封片后，在光学显微镜下观察并采集图像，应用

ImageJ软件对阳性染色区域的累积光密度值进行分

析。

1.3.5 透射电镜下观察大鼠海马组织中线粒体形

态：取大鼠海马CA1区组织，用2.5%戊二醛固定，4 

℃过夜，1%锇酸室温再固定2 h，PBS洗涤，乙醇和丙

酮逐步脱水后，浸入环氧树脂中包埋，使用超薄切

片机将海马组织切成70~90 nm的超薄切片，进行醋

酸双氧铀和柠檬酸铅染色，在透射电镜下观察并采

集图像。

1.3.6 JC-1探针检测大鼠海马神经元MMP：取大鼠

新鲜海马组织，冰浴剪碎后制备匀浆，用300目筛网

过滤，提取线粒体。制备单细胞悬液，以2 500 r/min

离心15 min，弃上清，用10 µg/mL JC-1染料溶液进行

染色，避光下室温孵育30 min，洗涤去除未结合的染

料，激光共聚焦显微镜下观察并采集图像。JC-1在

高膜电位下形成聚集体，发射红光，在低膜电位下

形成单体，发射绿光。通过荧光强度比值 （红/绿） 评

估MMP的变化。

1.3.7 Western blotting检测大鼠海马组织中动力相

关蛋白1 （dynamin-related protein 1，Drp1）、视神经萎

缩蛋白1 （optic atrophy 1，Opa1）、线粒体融合蛋白 

（mitofusin，Mfn） 1、Mfn2蛋白表达：使用RIPA缓冲

液裂解各组大鼠海马组织，提取总蛋白，Bradford法

定量蛋白浓度。煮沸蛋白进行变性，通过SDS-PAGE

分离，转膜，封闭膜上的非特异性结合位点。将膜与

稀释的一抗4 ℃过夜孵育后，再用HRP标记的二抗 

（1 ∶ 5 000） 室温孵育2 h。ECL显色，应用ImageJ软

件测定各条带的灰度值，以内参蛋白GAPDH进行

量化，分析目的蛋白的相对表达量。

1.4 统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行数据分析并绘

图。计量资料用x-±s表示，多组间比较采用单因素方

差分析，组内两两比较应用LSD-t检验。P < 0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠学习记忆能力的影响

与对照组比较，丙泊酚组大鼠逃避潜伏期显

著延长，穿越平台次数和停留时间显著减少 （P < 

0.05），α-Klotho组大鼠逃避潜伏期、穿越平台次数和

停留时间未发生显著变化 （P > 0.05）；与丙泊酚组比

较，丙泊酚+α-Klotho组大鼠逃避潜伏期显著缩短，

穿越平台次数和停留时间显著增加 （P < 0.05）。见

表1。

表1  各组大鼠逃避潜伏期、穿越平台次数和停留时间的比较

Tab.1  Comparison of escape latency，number of platform crossings，and dwell time of rats in each group

Group n Escape latency （s） Number of platform crossings Dwell time （s） 

Control 10 17.73±1.46 4.24±0.37 18.05±1.42

Propofol 10 31.02±2.721） 0.67±0.051） 10.11±1.211） 

α-Klotho 10 17.91±1.55 4.18±0.38 17.89±1.37

Propofol+α-Klotho 10 26.68±2.242） 1.98±0.162） 12.93±1.062） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. propofol group.

2.2 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠脑组织中炎症因子

水平的影响

与对照组比较，丙泊酚组IL-1β、TNF-α、IL-6、

IL-10水平显著升高 （P < 0.05），α-Klotho组IL-1β、TNF-α、

IL-6、IL-10水平未发生显著变化 （P > 0.05）；与丙泊

酚组比较，丙泊酚+α-Klotho组IL-1β、TNF-α、IL-6水

平显著降低，IL-10水平显著升高 （P < 0.05）。见表2。

2.3 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海马组织中神经元

的影响

HE染色显示，对照组海马组织中神经元整齐，

紧密排列，结构完整；与对照组比较，丙泊酚组海马

组织中神经元发生肿胀或碎裂，边缘区域出现空

泡，排列紊乱；α-Klotho组海马组织中神经元排列、

结构均与对照组相似，未见损伤；与丙泊酚组比较，

丙泊酚+α-Klotho组海马组织中神经元结构相对完

整，排列较为整齐。见图1。
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2.4 α-Klotho对丙泊酚暴露下大鼠海马组织中

α-Klotho和cleaved caspase-3表达的影响

与对照组比较，丙泊酚组α-Klotho表达显著减

少，cleaved caspase-3表达显著增加 （P < 0.05），α-Klotho

组α-Klotho和cleaved caspase-3表达未发生显著变化

（P > 0.05）；与丙泊酚组比较，丙泊酚+α-Klotho组α-

Klotho表达显著增加，cleaved caspase-3表达显著减

少 （P < 0.05）。见图2、表3。

图2  免疫组织化学染色检测大鼠海马组织中α-Klotho和cleaved caspase-3表达  ×100

Fig.2  Expression of α-Klotho and cleaved caspase-3 in hippocampal tissues of rats detected by immunohistochemical staining  ×100

表3  各组大鼠海马组织中α-Klotho和cleaved caspase-3表达以及神经元MMP的比较

Tab.3  Comparison of the expression of α-Klotho and cleaved caspase-3 and neuronal MMP in hippocampal tissues of rats in each group

Group n α-Klotho Cleaved caspase-3 MMP

Control 10 0.38±0.03 0.13±0.01 3.08±0.31

Propofol 10 0.14±0.011） 0.40±0.051） 0.84±0.061） 

α-Klotho 10 0.37±0.04 0.14±0.01 3.10±0.30

Propofol+α-Klotho 10 0.29±0.032） 0.24±0.032） 1.22±0.112） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. propofol group.

表2  各组大鼠脑组织中IL-1β、TNF-α、IL-6和IL-10水平的比较 （pg/mL） 

Tab.2  Comparison of the levels of IL-1β，TNF-α，IL-6，and IL-10 in brain tissues of rats in each group （pg/mL） 

Group n IL-1β TNF-α IL-6 IL-10

Control 10   75.16±5.49 18.69±1.38   70.52±6.24 152.43±12.33

Propofol 10 311.94±26.601） 76.58±5.071） 299.45±20.371） 314.56±27.641） 

α-Klotho 10   79.43±6.82 18.33±1.48   75.81±7.35 154.24±12.17

Propofol+α-Klotho 10 168.35±12.602） 41.79±3.722） 161.43±12.922） 611.21±31.252） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. propofol group.

 图1  大鼠海马组织HE染色   ×100

Fig.1  Hematoxylin and eosin staining of rat hippocampal tissues  ×100
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Control α-KlothoPropofol Propofol+α-Klotho
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2.5 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海马组织中线粒体

形态的影响

透射电镜观察结果显示，对照组海马组织线

粒体结构完整，嵴和外膜清晰，未见明显损伤；与对

照组比较，丙泊酚组线粒体数目减少，可见水肿，变

短，嵴不清晰，而α-Klotho组未见明显变化；与丙泊

酚组相比，α-Klotho+丙泊酚组线粒体形态趋于正

常，大部分结构清晰。见图3。

2.6 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海马神经元MMP的

影响

与对照组比较，丙泊酚组神经元MMP显著降低 

（P < 0.05），α-Klotho组神经元MMP未发生显著变化 

（P > 0.05）；丙泊酚+α-Klotho组神经元MMP较丙泊酚

组显著升高 （P < 0.05）。见表3、图4。

The area of damaged mitochondria was pointed out by the red arrows.

图3  透射电镜下观察大鼠海马组织中线粒体形态  ×10 000

Fig.3   Morphology of mitochondria in hippocampal tissues of rats observed under transmission electron microscopy  ×10 000 

图4  JC-1染色观察大鼠海马神经元MMP变化  ×200

Fig.4  Changes in MMP in hippocampal tissues of rats detected by JC-1 staining  ×200

Control

Control

Propofol

α-Klotho

Propofol+α-Klotho

α-KlothoPropofol Propofol+α-Klotho

Aggregate Monomer DAPI Merge
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2.7 α-Klotho对丙泊酚暴露大鼠海马组织中Drp1、

Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表达的影响

与对照组比较，丙泊酚组Drp1蛋白表达显著上

调，Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表达显著下调 （P < 0.05），

α-Klotho组Drp1、Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表达未发生显

著变化 （P > 0.05）；与丙泊酚组比较，丙泊酚+α-Klotho

组Drp1蛋白表达显著下调，Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表

达显著上调 （P < 0.05）。见表4、图5。

表4  各组大鼠海马组织中Drp1、Opa1、Mfn1、Mfn2蛋白表达水平的比较

Tab.4  Comparison of the expression levels of Drp1，Opa1，Mfn1，and Mfn2 proteins in hippocampal tissues of rats in each group

Group n Drp1 Opa1 Mfn1 Mfn2

Control 10 0.16±0.02 2.42±0.30 0.79±0.08 2.21±0.22

Propofol 10 1.02±0.101） 0.90±0.091） 0.21±0.021） 0.91±0.101） 

α-Klotho 10 0.15±0.02 2.47±0.26 0.76±0.07 2.25±0.24

Propofol+α-Klotho 10 0.81±0.072） 1.71±0.182） 0.69±0.072） 1.40±0.152） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. propofol group.

1，control group；2，propofol group；3，α-Klotho group；4，propofol+α-

Klotho group.

图5  Western blotting检测大鼠海马组织中Drp1、Opa1、Mfn1、

Mfn2蛋白表达

Fig.5  Expression of Drp1，Opa1，Mfn1，and Mfn2 proteins in 

hippocampal tissues of rats detected by Western blotting
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Drp1

Opa1

Mfn1

Mfn2

GAPDH
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3 讨论

丙泊酚为临床上广泛使用的短效静脉麻醉药，

其对发育期神经系统的潜在毒性已引起人们高度

关注，长期或高剂量使用极易导致婴幼儿神经发育

和认知功能障碍［9］。本研究中，经丙泊酚重复麻醉

的新生大鼠表现出逃避潜伏期延长、穿越平台次数

和停留时间减少等认知受损表现；组织病理学显

示，其海马神经元肿胀、碎裂且排列紊乱。这证实了

丙泊酚暴露可引发显著的海马神经元损伤和认知

功能减退，与既往研究结果高度一致。

目前，关于α-Klotho在神经系统中的作用和机

制已有报道。研究［10］报道，α-Klotho缺失会导致行为

障碍，其过表达则能调节突触可塑性、抗氧化应激

和谷氨酸能传递，以维持正常的认知功能。α-Klotho

还可激活Nrf2通路，抑制NLRP3炎症小体介导的神

经炎症，减轻癫痫导致的海马损伤［11］。此外，在实验

性自身免疫性脑脊髓炎中，α-Klotho能调节免疫平

衡、减轻脊髓病变［12］。本研究同样发现，在丙泊酚处

理前给予α-Klotho能缩短大鼠逃避潜伏期，增加穿

越平台次数和停留时间，保持海马神经元结构相对

完整，提示其在拮抗丙泊酚导致的海马损伤中发挥

积极作用。

神经炎症是神经毒性损害和认知功能下降的

关键机制。IL-1β、TNF-α和IL-6等促炎性细胞因子

可引发炎症级联反应，直接加剧海马神经元凋亡和

损伤。而抗炎细胞因子IL-10能抑制促炎性细胞因

子产生，发挥减轻炎症和促进神经修复的作用。本

研究发现，丙泊酚暴露大鼠脑组织中IL-1β、TNF-α、

IL-6、IL-10水平升高，提示丙泊酚诱导引发了强烈的

神经炎症反应；而预先注射α-Klotho能显著抑制促

炎性细胞因子IL-1β、TNF-α和IL-6的释放，并进一步

提高抗炎细胞因子IL-10的水平。这表明，α-Klotho通

过抑制炎症反应改善海马神经损伤。

线粒体融合和裂变的动态平衡对维持神经元

能量供应和细胞存活至关重要。Opa1、Mfn1、Mfn2

等融合蛋白介导线粒体合并以修复受损功能，而裂

变蛋白Drp1通过分裂清除受损线粒体。研究［13］发现，

在神经损伤或神经退行性变性疾病中，线粒体融合

和裂变平衡极易被打破，表现为融合不足和过度分

裂，最终导致功能障碍、能量耗竭，并诱发神经元死
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亡。此外，在海马损伤发生后，前体caspase-3被激活

为cleaved caspase-3，其通过裂解一系列细胞内关键

蛋白，促使细胞结构解体、DNA断裂和细胞膜破裂，

导致神经元死亡，从而引发认知功能障碍［14］。本研

究中，丙泊酚暴露后大鼠海马神经元线粒体数量减

少、肿 胀、变 短、嵴 模 糊，MMP下 降，Drp1和cleaved 

caspase-3表达上调，Opa1、Mfn1和Mfn2表达下调，说

明丙泊酚暴露打破了线粒体动力学稳态并诱导了

神经元凋亡；相反，α-Klotho干预的大鼠中海马神经

元线粒体形态趋于正常，MMP升高，且Opa1、Mfn1和

Mfn2蛋白表达上调，Drp1和cleaved caspase-3表达下

调，证实了α-Klotho可能通过促进线粒体融合和抑

制线粒体裂变改善线粒体功能，进而减轻丙泊酚引

起的神经损伤。

综上所述，本研究结果表明，α-Klotho在丙泊酚

暴露引起的大鼠海马损伤中发挥神经保护作用，其

可能通过促进线粒体融合和抑制线粒体裂变改善

线粒体功能，减轻炎症反应，减轻神经元损伤，从而

改善认知功能障碍。本研究为丙泊酚麻醉后相关神

经损伤的发生机制和治疗提供了实验依据和新的

见解。本研究存在一定局限性，未系统探讨α-Klotho

可能作用的具体信号通路，这将是后续研究的重要

内容。
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